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Zusammenfassung 
 
Polyamine beeinflussen medizinisch relevante Prozesse in dem opportunistischen Erreger 
P. aeruginosa, darunter Virulenz, Biofilm-Formation und Empfindlichkeit gegenüber Antibiotika. 
Obwohl die Homospermidin-Synthase (HSS) von P. aeruginosa ein Teil des Polyamin-Metabolismus in 
zahlreichen Stämmen einschließlich PA7 und PA14 ist, wurde bisher weder ihre Rolle noch ihre 
Struktur untersucht. Der Reaktionsmechanismus der NAD+-abhängigen bakteriellen HSS wurde 
bereits anhand von Kristallstrukturen der B. viridis HSS (BvHSS) charakterisiert. Diese Arbeit 
präsentiert die Kristallstruktur der HSS von P. aeruginosa (PaHSS) im Komplex mit ihrem Substrat 
Putrescin. Eine hohe strukturelle Ähnlichkeit zwischen PaHSS und BvHSS mit Konservierung 
katalytisch relevanter Aminosäure-Reste wird demonstriert, was die BvHSS als geeignetes Modell für 
den Reaktionsmechanismus der PaHSS qualifiziert. Dementsprechend werden Kristallstrukturen von 
Varianten der BvHSS mit einzeln ausgetauschten Resten präsentiert und zusätzlich HPLC-basierte 
Aktivitäts-Assays der PaHSS, BvHSS und BvHSS-Varianten dargelegt. Saure Reste im 
Eingangsbereich der Bindetasche („Ionische Rutsche“) und in der Nähe des aktiven Zentrums („Innere 
Amino-Stelle“) ermöglichen eine effiziente Homospermidin-Produktion durch Anziehung bzw. 
Koordinierung von Putrescin. Der Tryptophan-Rest im aktiven Zentrum stabilisiert kationische 
Moleküle durch Kation-π-Interaktion, was sich aus der Interaktions-Geometrie zwischen Putrescin und 
dem Indol-Ring ableiten lässt. Austausch des Tryptophan-Restes gegen verschiedene andere 
Aminosäuren zeigte eine Abhängigkeit der Katalyse von einem aromatischen Interaktionspartner mit 
hoch negativem elektrostatischen Potential. Die Elektronendichte-Verteilung in einem aktiven Zentrum 
legt die Bildung eines NAD+-Adduktes nahe. Diese Erkenntnisse erweitern das Wissen über die 
Struktur und den Reaktionsmechanismus der bakteriellen HSS und liefern Ansatzpunkte für ein 
rationales Inhibitor-Design.  
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Abstract 
 
Polyamines influence medically relevant processes in the opportunistic pathogen P. aeruginosa 
including virulence, biofilm formation and susceptibility to antibiotics. Although the pseudomonal 
homospermidine synthase (HSS) is part of the polyamine metabolism in various strains including PA7 
and PA14, neither its role nor structure were examined so far. The reaction mechanism of the NAD+-
dependent bacterial HSS was previously characterized based on crystal structures of the B. viridis 
HSS (BvHSS). This thesis presents the crystal structure of the P. aeruginosa HSS (PaHSS) in 
complex with its substrate putrescine. A high structural similarity between PaHSS and BvHSS with 
conservation of catalytically relevant residues is demonstrated, qualifying BvHSS as model for the 
reaction mechanism of PaHSS. Following this strategy, crystal structures of single residue variants of 
BvHSS are presented together with HPLC-based activity assays of PaHSS, BvHSS and BvHSS 
variants. For efficient homospermidine production, acidic residues at the entrance of the binding 
pocket (“ionic slide”) and near the active site (“inner amino site”) attract and coordinate putrescine, 
respectively. The tryptophan residue at the active site stabilizes cationic reaction components via 
cation-π interaction, as inferred from the interaction geometry between putrescine and the indole ring 
plane. Exchange of the tryptophan residue for other amino acids revealed a distinct catalytic 
requirement for an aromatic interaction partner with highly negative electrostatic potential. The 
electron density distribution in one active site suggests formation of an NAD+ adduct. These findings 
deepen the structural and mechanistic knowledge about the bacterial HSS and provide approaches for 
rational inhibitor design. 
 
